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ROVIDITESEK

Rm 41 - Rhizobium meliloti 41

E. coli = Escherichia coli

Ap - ampicillin

Cm = chloramphenicol

Te - tetracyclin

lac - laktéz

CAP - kataholit-aktivdtor fehérje
cAMP - ciklikus-ALNP

PEG - poli-etilén-glikol

EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav

IPTG

izopropil-/3-D—tio-galakto—piranozid

Xgal 5—bromo—4-chloro-3—indolil—/%—D—galaktozid
BrdU - 5-bromo-dezoxi-uridin

sg~DNS - egyszédld DNS

bp - Dbéazispér

Trigs - tris-/ hidroxi-metil /-amino-metén



1. BEVEZETES

Egyes baktérium fajok azzal a kivételes tulajdonsdggal
rendelkeznek, hogy képesek a 1égkdri nitrogént megkttni, s
azt szerves anyagaik szintéziséhez felhaszndlni. Ezen nitro-
gén-kotd baktériumok kozott vamnak olyanok, amelyek magasabb-
rendi névényekkel szimbdézisban képesek élni. Ezek kozil, a
pillangdés novények gydkerein képzddd gyokérgumdkban €18, s ott
szimbdzisban 1égkori nitrogént kot6 Rhizobium fajok kiemelkedd
gazdasdgi jelentdséggel birmak. Ezek a baktériumok azonban
erds gazdaspecifitdst mutatnak.

Vildgszerte széles koru kutatdsok folynak Rhizobiumok-
kal, amelyek eredményei az elméleti jelentSségen til magukban
rejtik a gazdaspecifitds megvdltoztatdsdnak, ill. kiszélesi-
tésének lehetSségét, forradalmasitva ezzel a mezbgazdasdgi nd-
vénytermesztést.

A legjobban tanulmédnyozott faj a Rhizobium meliloti.

A fent emlitett kutatédsokban nagy segitséget nyijthat
egy olyan fég-vektor kifejlesztése, amely lehetdvé tenné egy
tetszbleges / a kivdnt / DNS szakasz, illetve killonbdzd gének
nagy hatékonysdggal torténd bevitelét Rhizobium sejtekbe. Egy
ilyen fdgvektor a gazdaspecifitds megvidltoztatdsdnask eszkize,
vagy legaldbbis az eszkoztdr része lehetne. Ehhez azonban a
Rhizobiumokkal folytatott tovdbbi kutatdsok mellett szilkséges
a vektorrd alakitandé fédg alapos tanulmdnyozdsa.

A 16-3 fég a Rhizobium meliloti mérsékelt figja / 39 /.
Az a tulajdonsdga, hogy képes beéplilni a gazda~baktérium kro-
moszdémd jéba, érdemessé teheti a vektorrd alakitdsra.



Kollegdim minkdja és az eredmények vezetd szaklapokban
torténd kozlése a 16-3 fdgot a jo6l ismert fégok sordba emelte.
Fl ektronmikroszkdépos felvétel késziilt a 16-3 fdgrél, amely azt
mitatja, hogy szerkezetileg hasonlit a )\ fdgra, de anndl na-
gyobb. Kimutattdk a feji és farki részeket alkotd fehérjéket
/12, 38 /.

Gazdag mutdnspark felhaszndldsdval elkészilt a fédg részletes
genetikai térképe / 33, 34, 47, 49 /.

10 restrikcidés enzim felhaszndldsdval elkésziilt a fdg fizikai
térképe is / 6, 9 /.

Genetikailag ismert mutdcidk és a mutdnsokbdél izoldlt DNS rest-
rikcids elemzésével lehetdvé vdlt a genetikai és a fizmikai tér-
kép orientdldsa / 8 /.

Sok adat gylilt Ossze a 16-3 fdg rekombindcids folyamatdrdl is
£ T 3, 32/

A 16-3 fdg kromoszdémdjén két szabdlyzd régidét lehetett
elkiloniteni. Az egyik immun X, amely a fdg fizikai térképén
az EcoRI L és H fragmentek teriiletén van. A szabdlyozdsban ki-
fejtett szerepérdl ammyi ismert, hogy immX gén terméke represszor,
hatdsdt avirl operdtoron fejti ki. ImmX funkcid sziikkséges a
teljes immmnitds 1létrehozdsdhoz / 10 /.

A mdsik szabdlyozd régié a C régidé, amely a fdg lizogén
dllapotdnak femntartdsdért felelds represszor fehérje génjét
tartalmazza.

Szdmos mutdcid felhaszndldsdval végezték el a C régié geneti-
kai analizisét / 34, 35, 36, 37, 47, 49 /.

Delécids C-gén mutdnsok DNS-ének restrikcids elemzése alapjén

a HindIII emésztés G fragmentje tartalmazza a C gént, vagy an-
nak jelentds, funkciondlisan fontos részét / 6, 8, 37 /.

A C gén héindukdlhaté mutdnsaival elvégzett interralélikus komp-
lementdcids kisérletek a represszor fehérje domén szerkezeti
felépitését valdsziniisitették / 11 /.

A C gén kdrnyezetében operdtor helyeket azonositottak genet;kal
eszkozokkel / 7 /. \



A fenti ismertetésbdl is kitilnmik, hogy a 16-3 fdgrdél te-
temes mennyiségii informdeid gyllt Ossze.
Az utdbbi idbkben a 16-3 fdg elméleti jelentdséggel is biré
szabdlyozdsi folyamatainak vizsgdlata kerillt eldtérbe.
A 16-3 fdg szabdlyozdsi folyamatainak megismerésében az Ut a
szabdlyozdsban fontos - genetikai eszkozdkkel médr azonositott,
genetikai és biokémiai mdédszerekkel behatdrolt - elemeinek
szerkezeti meghatdrozdsdn keresztil vezet.

Dolgozatom a C gén és kdrnyezetének szerkezeti elemzése
terén elért eredményeinket mutatja be. A C régid egy szakaszd-
ban meghatdroztuk a DNS szekvencidjat. Két C-gén mutdcidé meg-
hatdrozdsdval azonositottuk a represszor fehérjét kdédols DNS
szakaszt, s abban az aminosavakat kédoldé tripleteket az "open
reading frame" megdllapitdsa révén.

A C régidban olyan prométereket taldltunk, amelyek E. co-
liban is megnyilvdnulnak, nohe a 16-3 fdg Rhizobium-specifikus
fdg. A represszor gén dtirdsa a Pq prométerrdl indul, mig a C
gén két oldaldn azonositott promdéterekrsl / Py és Pp / tovdbbi
fdggének irddhatnak dt. Pp és PC prométereket szekvencia szin-
ten is azonositottuk.

A C géntdl jobbra egy mutdcidval azonositottuk az operd-—
tort / Op /s amelynek szekvencidja megegyezik a 434 fdg egyik
operdtorhelyének szekvencidjdval.

A represszor fehérje aminosav sorrendjét Osszevetettilk mds
DNS-hez kot8d5, ismert aminosav-sorrendii fehérjékkel. Az Ossze-
hasonlitds azt mutatta, hogy a 16-3 represszor is hordoz egy
konzervativan konszenzus szekvencia részletet, amely egy un.
"helix - turn - helix" szerkezet kialakitdsdra lehet képes. Iz
a szerkezet az, amely a bemnefoglalt aminosavak révén a DNS meg-
feield szakaszdval kolcsonhatdsba keril.



Fgyre né azoknak a DNS-hez kttddni képes fehérjéknek a
szdma, amelyekrdl kimutattdk, hogy rendelkeznek a "helix -
- turn - helix" szerkezettel. Iz azt jelzi, hogy ez a szerke-
zet az evolucidé "sikeres", széles korben elterjedt panelje.



2. IRODAIMI ATTEKINTES

Természetes koriilmények kozott a sejtekben a gének meg-
nyilvdmuldsa nem véletlenszeril. Bdr vammak gének, amelyek £1-
landdan megnyilvénulnak, s igy termékeik is dllandban jelen
vannak a sejtben, a gének tobbsége csak idSlegesen / pl. fej-
15dési gének / vagy alkalmanként / pl. tdpanyag hasznositédsi
gének / mikkodik.

Azt, hogy ezek a gének a kelld idébem nyilvédnuljanak meg, és
a sglikséges ideig miikdd jenek, csak megfeleld szabdlyozds bizto-
sithatja. Az evolucid sordn t8bbféle szabdlyozdsi méd alalkult
ki, amelyek minden esetben hordoznak olyan elemeket, amelyek
felhaszndldsdval a szabdlyozds véghemegy, s ezek gyakran meg-
lepd szerkezeti hasonldésdgot mutatnak eltérd szabdlyozds és
egymdssal még tdvoli rokonsdgban sem 1lévé organizmusok eseté-
ben is.

Egy szabdlyozott gén megnyilvdnuldsi egysége az operon.
Elemei

-- strukturdlis gén/ek/ : a szabdlyozott gén vagy gének

csoport ja

-- prométer az RNS-polimerdz kdtddésének
és a transzkripcié elinduldsi-
nak helye

-~ termindtors a transzkripcidé befejezddésé-
nek helye

-~ reguldtor géns a strukturdlis gének megnyil-

vanuldsdt szabdlyozd fehérjét
kédol ja, gyakran tdvol a struk-
turdlis génektdl, sajdt prométer-
rel és termindtorral



-- operdtor: az a DNS szakasz, amelyhez a
reguldtor fehérje kotddni képes és
ahol a reguldldé hatdst kifejti.

A szabdlyozd mikddés feltétele, hogy a reguldtor fehér-
je és az operdtor idSlegesen kapcsolddjanak egymédssal. Ezt a
reguldtor molekula megfelel§ aminosavai és az dltaluk meghatd-
rozott mdsodlagos és harmadlagos szerkezetek, valamint az ope-
rdtornak az adott reguldtorhoz "illé" Dbdzissorrendje biztosi-
tanak.

A reguldtor molekula konformdcid-vdltozdsai funkciondli-
san aktiv illetve inaktiv dllapotot eredményeznek. Ilyen kon-
formdcid-vdltozdsokat okoz kis molekuldknak a reguldtor mole-
kuldhoz vald kdtddése. Az ilyen kis molekulék neve a szabdlyo-
zdsban betdltott szerepiikktdl fliggden inducer illetve korepresszor.
A reguldtor fehérjékmnek sok esetben két kotdhelye van, az egyik-
kel az operdtorhoz képesek kotddni, a mdsik az inducert vagy a
korepresszort koti.

A kovetkezSkben néhdny bakteridlis operont ismertetek el-
sésorban szerkezeti felépitésilkket és nem mikkodésiiket tartva
szem eldtt, majd az egyik legjobban ismert fdg, a A\ fdg és egy
ktzeli rokona, a 434 fdg esetében a represszor-operdtor kdlcson-
hatds tanulmdnyozdsa sordn az operdtor és a represszor szerke-
zetérdl szergett ismereteket mutatom be.

2,1. A lactéz /lac/ operon / 21, 27 /

A laktézoperon feladata, hogy biztositsa a laktéz felhasz-
ndldsdhoz szilikséges enzimek termelddését, ha a baktériumsejt a
laktdézt hasznositja szénforrdsként, mig mids szénforrds esetén
/pl. glitkdz/ gdtolja ezen enzimek szintézisét. Ez a szabdlyozés
transzkripcidés szinten valdsul meg.



A laktéz felhaszndldsdt a LacZYA strukturdlis gének kdédol-
ta enzimek biztositjdk / 1. dbra /.
LacZ gén terméke a [ - galaktoziddz, amely egy 125 000 daltonos
alegységekbsl felépill§, tetramer formdban aktiv enzim. Feladata,
hogy a p - galaktozidokat lebontsa alapcukrokra / pl.
laktéz — glikkéz + galaktéz /.
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A laktéz operon felépitése. A szdmok az egyes
DNS szakaszok hosszdt jeldlik bdzispdrban meg-
adva / 21 /

LacY gén terméke a [J - gelaktozid - permedz, amely egy 30 000
daltonos membidnhoz kotdtt fehérje, a transzport-rendszer tagja.
LacA gén a ﬂ - galaktozid-transzacetildzt kédolja, amely egy di-
mer formdban aktiv, 30 000 daltonos alegységekblSl felédpiild en-
zim. Egy acetil-csoportot visz az acetil-CoA-rdél a ﬂ - galakto-
zidra.

A lacZYA gének egy policisztronos mRNS-be irdédnak 4t. A
transzkripcid lacP prométerrdl indul és a lacA gén utdn termi-
ndldédik. LacP prométer két fehérje-kotéhelyet tartalmaz. A struk-—
turdlis génektSl tdvolabb esd felén a cAMP-CAP komplex, a mdsik
felén az RNS-polimerdz kapcsoldédhat a prométerhez. Az RNS-polime-
rdz kotédésének és igy a transzkripcid eléfeltétele, hogy a cAMP -
- CAP komplex a prométeren megkotddjon. 4



A represszor fehérjét a lacP prométerrel szomszédos lacl
gén kdédolja, amelynek sajdt prométere és termindtora van.
A lacI gén egy monocisztronos mRNS -be irddik dt. A represszor
fehérje képes lacO operdtorhoz kotddni, meggdtolva ezzel a lacP-
rél torténd dtirdst, s igy a strukturdlis gének nem nyilvdnul-
hatnak meg. Iz a gdtldé hatds akkor érvényesill, amikor a sejt
nem laktdzt haszndl szénforrdsként. Ha a sejt laktdzt hasznosit
szénforrdsként, a sejtbe bejutott laktdéz egy kis része allolak-
t4zzd alakul, amely hozzdktt8dik a represszorhoz, és megvdltoz-
tatja ezdltal annak térbeli szerkezetét. Bz a vdltozds a2 rep-
resszor inaktivdldéddsdt eredményezi, s az levdlik az operdtor-
rél, lehetdvé téve igy a lacP promoterrdl induld transzkripcidt.
A lacZYA gének expresszidja indukdlhatd a laktdzhoz hasonld
szerkezeti anyagokkael / pl. IPTG, egy a szintetizdlddott enzimek
d4ltal lebonthatatlan laktdézoperon inducer /.

A lacI gén egy 38 000 daltonos, 360 aminosavbdl 8114 poli-
peptidldncot kédol. Az aktiv represszor négy ilyen ldncbdl épil
fel, tetramer. Memnyisége kb. 10 tetramer/sejt.

Izoldlt represszor fehérje tripszinnel emésztve az 59. aminosav-
ndl hasad. A C-termindlis fragment / 60-360 aminosavak / az un.
tripszin rezisztens "mag". Az N-termindlis fragment / 1-59 ami-
nosavak / az un. hosszi fejrész, amelybdl ismételt tripszin-ke-
zeléssel nyerhetd az un. rovid fejrész / 1-51 aminosavak /.

Mind a hosszi, mind a rovid fejrész rendelkezik az operdtorhoz
valdé kotddés képességével, de gyengébben kotddnek, mint az
intekt fehérje.

A'mag"-rész is kotédik a DNS-hez, de nem specifikusan az ope-
rdtor régidhoz.

A represszor fehérje DNS-kotdéhelye mint egy kar, kinyi-
lik a fehérje testébdl / az N-termindlis 50 aminosav /. Ezt a
"kar'-t egy "ecsukld"-régid / 50-80 aminosavek / kapcsolja a
"mag"-részhez /B1l-360 aminosavak /. Ez a "mag" felelds a tetra-
mer szerkezet kialakitdsdért és az inducer kotéséért.



. -

Egy modell sgerint & represszor egy 115 X hosszi, el-
nytjtott henger, amelynek tengelye 15-20°-o0s szdget zdr be a DNS
tengelyével. A négy alegység "mag"-részei egy kozponti régid-
ban kapcsolédnak, mig a fejrészek kttShelyei a molekula killsd
részén pdrokba rendezddnek.

Lehet, hogy valdéjdban a négy alegységbdl csak két alegység kap-
csolédik a DNS-hez. A represszor-DNS komplexben a tetramer fe-
hérje szimmetrikusan helyezkedik el a DNS-en, s a polipeptid
lédncnak csak egy kis része / kb. 20 % / kapcsolddik kozvetle-
nil a DNS-hez / 2.4dbra /.

Egy mdsik modell szerint a represszor tengelye merdleges
a DNS tengelyére, igy csak a molekula egyik végén 1évS két fej-
rész k6t8dik az operdtorhoz.

Sokoldalu kisérletek révén az operon szekvencidjdban azo-
nositottdk az RNS-polimerdz kdtéséért / prombéter / és a rep-
resszor kotéséért / operdtor / felelds terilletek szekvencid-
jét / 3. ébra /.
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2. &dbra
A/ Egy represszor monomer kapcsoldddsa a DNS-hez
B/ Az inducer megkotésének hatdsdra torténd kon-
formdcid-vdltozds a represszor inaktiv dlla-
potdhoz vezet / 21 /



















































































































































